esp@cenet - Document Bibliography and Abstract 



Page 1 of 1 



Patent Number: FR2766192 

Publication date: 1 999-01-22 

Inventor(s): NGUYEN THIEN NGOC;; POWER ULTAN;; BECK ALAIN;; GOESTCH LILIANE 

Applicant(s): PF MEDICAMENT (FR) 

Requested Patent: □ FR2766192 
Application 

Number: FR1 9970009079 1 997071 7 

Priority Number(s): FR1 9970009079 19970717 

IPC Classification: C07K16/10; C07K14/135; C12N15/45; A61K48/00; A61K39/155; A61K39/42; 
C12Q1/68 

EC Classification : C07K14/135 t C07K16/10F 

Equivalents: AU881 2398, BR981 0907, □ EP1003851 (WO9903987), A3, JP2001510039T, 
□ WO9903987 



Abstract 



The invention concerns a polyclonal or monoclonal antibody directed against an epitope of the protein G of 
the syncytial respiratory virus corresponding to a sequence selected among one of the peptide sequences 
included respectively between the aminoacid residues 150-159, 176-189, 194-207 and 155-176 of the entire 
sequence of the protein G of the syncytial respiratory virus A or B, or of sequences having at least 98 % 
homology. 
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EPITOPES DU VRS ET ANTICORPS LES COMPORTANT, UTILES DANS LE DIAGNOSTIC ET LA THERAPIE. 

La pr6sente invention concerne un anticorps polyclo- 
naux ou monoclonaux dirtges contre un epitope de l£ protei- 
ne G du VRS correspondent a une sequence choisie parmi 
Tune des sequences peptidiques comprise respectivement 
entre les residus d'acides amines 150-159, 176-189, 194- 
207 et 155-176 de la sequence totale de la proline G du 
VRS A ou B, ou des sequences presentant au moins 98% 
d'homologie. 
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1 

La presente invention se rapporte au virus respiratoire syncytial, 
et plus particulierement a 1'identification de nouveaux epitopes et aux 
anticorps correspondants, utiles notamment dans le domaine du 
traitement, de la prophylaxie et du diagnostic des affections provoquees 
par ce virus. 

Le virus Respiratoire syncytial (VRS) est Tun des agents 
etiologiques les plus frequemment rencontres chez le nourisson et chez 
les personnes agees. Les bronchiolites sont souvent graves chez r enfant 
et necessitent r hospitalisation. Actuellement il n'existe pas de moyens 
de prevention contre la rnaladie due au VRS, La premiere infection au 
VRS ne previent pas contre la suivante. Le traitement des cas graves par 
antibiotherapie (Ribavirine) et/ou associe avec l'immunotherapie 
(immunoglobulines humains) ne peuvent pas attenuer Taggravation de 
la rnaladie. Neanmoins, ce type de traitement reste encore tres couteux. 
Les essais cliniques recents avec les anticorps monoclonaux HNK20 de 
ORAVAX(diriges contre la proteine F du VRS) n'ont pas montre 
d'efficacite du traitement par rapport au placebo contre l'infection du 
VRS chez lenfant. Dans les annees 60, les tentatives d' immunisation 
des enfants avec un vaccin VRS inactive a la formaline avaient pour 
consequence 1'aggravation de la rnaladie au lieu de conferer une 
protection des poumons contre l'infection naturelle au VRS. Associe a ce 
probleme, les diagnostics actuels ne permettent pas d'identifier de 
maniere Cable l'infection au VRS, au moins chez l'adulte. 

Le VRS est classe dans la famille des Paramyxoviridae, genre 
pneumovirus comportant un genome ARN non segmente, de polarite 
negative, codant pour 10 proteines specifiques. 

La demande WO 87/04185 a propose d'utiliser des proteines 
structurales du VRS en vue d'un vaccin, comme les proteines 
d'enveloppe appelees proteine F (proteine de fusion) ou proteine G, une 
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glycoproteine de 22 Kd, une proteine de 9,5 Kd, ou la proteine majeure 
de capside (proteine N). 

La dernande WO 89/02935 decrit les proprietes de protection de 
la proteine F entiere du VRS, eventuellernent modifiees sous forme 
5 monomerique ou deglycosylee. 

Une serie de fragments de la proteine F a ete clonee en vue de 
rechercher leurs proprietes neutralisantes. 

Dans la dernande WO 95/27787, il a ete montre que la proteine 
G du VRS peut etre utile dans la preparation de produits destines au 
10 traitement et/ou a la prevention defections provoquees par le VRS, 
sous-groupe A ou B. 

Dans le cadre de la presente invention, il a maintenant ete trouve 
que des fragments de la proteine G du VRS, contenant des epitopes 
specifiques, possedent des proprietes particulierement avantageuses. De 
15 nouveaux fragments peptidiques de la proteine G du VRS peuvent ainsi 
etre prepares, notamment pour les applications suivantes : 

(i) ledit fragment de peptide couple ou fusionne, par des 
methodes chimiques ou par genie genetique, a un porteur, constitue un 
vaccin efficace contre Tinfection au VRS, quel que soit le mode 

20 d'administration. 

(ii) les memes fragments peptidiques peuvent servir a generer des 
anticorps polyclonaux et monoclonaux qui sont tres efficaces dans les 
traitements prophylactiques ou therapeutiques de Thote infecte par le 
VRS. 

25 (iii) ces fragments peptidiques et les anticorps monoclonaux 

peuvent etre utilises comme reactifs dans un Kit de diagnostic 
permettant d'affirmer et d'identifier l'infection chez l'hdte infecte par le 
VRS-A ou le VRS-B. 

L'invention a done pour objet des anticorps polyclonaux ou 

30 monoclonaux diriges contre un epitope de la proteine G du VRS 
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correspondant a une sequence choisie parmi Tune des sequences 
peptidiques comprise respectivement entre les residus decides amines 
150-159, 176-189, 194-207 et 155-176 de la sequence totale de la 
5 proteine G du VRS A ou B, ou des sequences presentant au moins 80%, 
et de preference au moins 98% dTiomologie. 

Ces anticorps reconnaitront des peptides portes par la sequence 
comprise entre les residus decides amines 130 et 230 de la proteine G 
du VRS, sous-groupe A ou sous-groupe B. 

10 Cette region correspondant aux acides amines 130-230 de la 

proteine G du VRS A est designee ci-apres G2Na. G2Na a ete produite 
dans une bacterie telle que E. coli, done non glycosylee. Elle confere, 
notamment lorsqu'elle est couplee a un porteur comme une OmpA de 
bacterie gram negatif, par exemple de Klebsiella (proteine p40, decrite 

15 dans WO 96/14415) ou une proteine derivee du streptocoque (comme la 
proteine de liaison a la serumalbumine humaine, appelee ci-apres BB, 
decrite dans WO 96/14416), une protection immunitaire contre les 
infections au VRS. 

De maniere inattendue, il a ete montre qu*une serie de peptides 

20 prepares selon l'invention confere une protection croisee contre le VRS 
sous-groupe A ou sous-groupe B. 

En particulier, une proteine recombinante BBG2al, un derive de 
BBG2Na ou seulement quatre residus ont ete modifies sur G2Na : les 
residus Asn(aal91), Lys(aal92), Gly(195) et Thr(aal98) ont ete 

25 substitues par les residus Ser, Asn, Lys et Pro respectivement, confere 
une protection croisee VRS-A ou VRS-B chez la souris BALB/c. Dans le 
meme but de renforcer une protection croisee, deux nouvelles molecules 
ont ete produites : BBG2a2 ou les residus Asn(aal57), Asn(aal60), 
Asn(aai6T) et Phe(aal63) ont ete^substitues'par les residus Lys, Lys, 

30 Asp et Tyr respectivement; BBG2a3 comporte les huits residus modifies 
de BBG2al et BBG2a2. 
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Des peptides particulierement avantageux selon ^invention 
presenters notamment Tune des sequences choisies parmi les sequences 
ID n° 1, ID n° 2, ID n° 3, ID n° 4, ID n° 5, ID n° 6, ID n° 7, ID n° 8, ID n° 
9, ID n° 10, ID n° 11, ID n° 12, ID n° 13, ID n° 14, ID n° 15, ID n° 16, ID 
5 n° 17, ID n° 18, ID n° 19, ID n° 20, ID n° 21 et/ou ID n° 22, figurant en 
annexe ; un tel peptide peut, en outre, comporter au moins un residu 
cysteine en position N-terminale ou C-terminale* 

La reactivite des peptides est mise en evidence par des sondes 
mono ou polyclonals. Quatre regions de G2Na ont ete revelees par cette 
10 technique : G5a (aal44-159), Glla(aal64-176), G4a(aal72-187) et 
G9a(aal90-204). 

L'invention a done egalement pour objet des anticorps, 
monoclonaux ou polyclonaux, diriges contre un peptide presentant au 
moins Tune des sequences ID n° 1 a ID n° 22. 
15 Des peptides possedant une ou plusieurs unites correspondant 

aux epitopes 150-159, 176-189, 194-207 et 155-176 de la sequence de 
la proteine G du VRS seront tres utiles pour les differents modes de 
mise en oeuvre de l'invention. - 

Des peptides selon l'invention, couples a une proteine porteuse, 
20 sont utiles comme agents imrnunogehes. 

La proteine porteuse est avantageusernent choisie parmi les 
OmpA de bacteries gram negatif et leurs fragments, la proteine TT 
(tetanus toxoide), la proteine de liaison a la serumalbumine humaine du 
Streptocoque et ses fragments et la sous-unite B de la toxine cholerique 
25 (CTB) ; de preference, la proteine porteuse est une OmpA d'une bacterie 
du genre Klebsiella. 

Selon Tun des aspects de Tinvention, le peptide est conjugue a la 
proteine porteuse par une proteine de liaison ; cette proteine de liaison 
peut notamment etre choisie parmi un recepteur de Talbumine serique 
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de mammifere et les recepteurs presents a la surface des cellules 
mucosales. 

Le couplage est de preference un couplage covalent, qui peut etre 
realise par la voie chimique ou par des techniques d'ADN recombinant. 
5 Selon un autre de ses aspects, Tinvention a done pour objet une 

sequence nucletotidique codant pour un peptide ou un agent 
immunogene tel que definis precedemment. II peut s'agir notamment 
d'une molecule d'ADN hy bride produite par insertion ou fusion dans la 
molecule d'ADN codant pour la proteine porteuse, de l'ADN codant pour 
10 un peptide selon Tune des revendications 4 ou 5 ou Tun de leurs 
fragments, fusionne avec un promoteur ; il peut egalement s'agir d'une 
molecule d'ARN. 

Les peptides, les anticorps, les agents immunogenes et les 
sequences nucletotidiques selon Tinvention peuvent etre utilises a titre 
15 de medicament, et plus particulierement pour la preparation d'une 
composition destinee au traitement preventif ou curatif des affections 
provoquees par le VRS, sous-groupe A ou B. 

Par exemple, des anticorps monoclonaux reconnaissant de 
maniere specifique les peptides G5a et Gila et GlACa ont ete generes. 
20 Le transfert passif des anticorps monoclonaux 5C2 (anti-G5a) et 18D1 
(anti- GlACa) chez la souris naive permet de prevenir Tinfection au VRS- 
A d'une part. Et d'autre part, le meme monoclonal 5C2 permet 
d'eliminer rapidement une infection chronique au VRS-A chez la souris 
immunodeprimee. 

25 L'invention a done egalement pour objet une composition 

pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle contient au moins un 
anticorps mono ou polyclonal, un peptide ou un epitope selon 
Tinvention, un agent immunogene, ou une sequence nucleotidique tels 
que definis precedemment, et des excipients pharmaceutiquement 

30 acceptables. 
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Les anticorps monoclonaux sont, de preference, humanises et 
produits par la voie recombinants Selon un autre aspect de invention, 
ils sont obtenus par la methode de librairie de phages. 

Les peptides, agents immunogenes, anticorps et sequences 
5 nucleotidiques selon invention peuvent, selon un mode de mise en 
oeuvre de l'invention, entrer dans la composition d'un kit de diagnostic. 

Comme indique plus haut, les agents immunogenes peuvent etre 
prepares par la technologie de l'ADN recombinant, par Introduction 
d'une sequence nucleotidique selon l'invention dans une cellule hote. 
10 Cette sequence nucleotidique peut etre un gene de fusion qu'on 
introduit par l'intermediaire d'un vecteur d'ADN qui provient d'un 
plasmide, d'un bacteriophage, d'un virus et/ou d'un cosmide. Ce gene 
de fusion peut, dans un mode de realisation du procede de preparation, 
etre integre dans le genome de la cellule hote. 
15 Le vecteur pourra etre un vecteur viral, connu de lTiomme du 

metier. 

La cellule hote peut etre un procaryote, notamrnent choisie dans 
le groupe comprenant : E. coli, Bacillus, Lactobacillus, Staphylococcus 
et Streptococcus. 

20 Mais la cellule hote peut egalement etre une levure, une cellule 

de mammifere, une cellule d'origine vegetale ou une cellule d'insecte. 

Selon Tun des aspects du procede selon l'invention, la proteine de 

fusion est exprimee : secretee, localisee dans le cytoplasme, ou encore 

exposee a la membrane des cellules hotes. 
25 Les exemples qui suivent sont destines a illustrer Tinvention. 

Dans ces exemples, on se referera aux figures suivantes. 

Figure 1 et 2 : Principe du clonage des genes G2al, G2a2 et G2a3 dans 

les vecteurs. 
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Figure 3 : A-Gel SDS-PAGE 20%, coloration au Bleu de Comassie. M= 
Standards de tailles moleculaires, pistes 1 et 2 proteines BBG2al 
(masse theorique 38,7 Kd) purifiees par affinite sur HSA-Sepharose. 

B- Immunoblot des proteines BBG2al avec un anticorps 
monoclonal 18 Dl. 

Figure 4 : A-Immunogenicite des peptides G5a et G9 a. 

B- Efficacite protectrice des peptides G5a et G9a sur les 

poumons. 

Figure 5 : A- Immunogenicite des peptides G7a et G8a. 

B- Efficacite protectrice des peptides G7a et G8a sur les 

poumons. 

Figure 6 : Immunogenicite de BBG2al vis-a-vis du VRS A (Figure 6A) 
et VRS B (6B) et efficacite protectrice contre le VRS A (6C) et le VRS B 
(6D). 

Figure 7 : Effet curatif des anticorps monoclonaux 18D1 et 5C2. 
Figure 8 : A- Efficacite prophylactique de Tanticorps monoclonal 
18D1. 

B- Efficacite prophylactique de Tanticorps monoclonal 5C2. 
Figure 9 : Identification des epitopes B de G2Na representes dans un 
serum de souris immunisees par BBG2Na. A : revelation totaJe ; B : 
absence de revelation de la region 155-176. 

Figure 10 : Determination de la zone de reconnaissance de Tanticorps 
monoclonal 5B7 par la methode du Pepscan B. 

EXEMPLES 

Exemple 1 : Synthese des p ptides. 

• Exemple de la synthese des peptides GSaCys et CysG5a. 
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Abreviations : 


AA : 


acide amine 


Boc : 


tert Butoxycarbonyl 


BHA: 


Bromo hydrosuccimidyl acide 


CE ; 


Capillary Electrophoresis 


ES-MS 


: Electrospray - Mass spectrometry 


FMOC 


: fluorenylmethoxycarbonyl 


FZCE : 


Free Zone Capillary Electrophoresis 


HBTU : 


2-( 1 H-Benzotriazole- 1-yl)- 1 , 1 ,3,3-tetramethyluronium 




hexafluorophosphate 


HMP: 


p-Hydroxymethylphenoxymethyl polystyrene 


MBHA 


methylbenzhydrylamine 


NMP; 


N-methyle-2-pyrrolidone 


Pmc : 


2,2,5,7,8-Pentamethylchroman-6-sulfonyl 



15 RP-HPLC : Reverse Phase - High Performance Liquide Chromatography 

SPPS : Synthese Peptidique en Phase Solide 

tBOC : t-butyloxycarbonyl 

tBu : tertio Butyl 

TFA : triiluoroacetic acid 

20 Trt : trityle 

Le peptide G5a est un peptide de 16 acides amines qui 
correspond au fragment de la proteine G (144-159) du VRS-A. II est 
obtenu par synthese chimique sur phase solide en partant du cote C 

25 vers le cote N-terminal Les peptides CysGSa et G5aCys correspondent 
respectivement a ce peptide avec une Cysteine supplemental du cote N 
ou C-terminal qui est destinee a un couplage univoque sur une proteine 
porteuse. Ces 2 peptides permettent d'etudier 1'influence que peut avoir 
Torientation du peptide conjugue a une proteine porteuse sur la reponse 

30 immunologique observee. 
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Les peptides ont ete synthetases a Taide d'un synthetiseur 
automatique de peptide en phase solide du cote C vers le cote N- 
terminal (chimie FMOC a Techelle de 0.1 ; 0.25 ou 1.0 mmole). La 
synthese du peptide CysGSa est effectuee a partir d'une Proline 
5 prechargee sur une resine de type HMP, qui permet apres clivage 
d'obtenir une fonction acide libre du cote C-terminal ou une resine de 
type Rink amide MHBA, qui permet apres clivage d'obtenir une fonction 
amide du cote C-terminal. Celle du peptide GSaCys debute par une 
Cysteine prechargee sur Tune ou l'autre des resines. Les fonctions 

10 reactives des chaines laterales des acides amines utilises, sont protegees 
par des groupes compatibles avec la chimie FMOC [Cys(Trt) ; Arg(Pmc) ; 
Asn(Trt) ; Gin (Trt) ; Lys(Boc) ; Ser(tBu) ; Thr(tBu)]. Un cycle de couplage 
se deroule de la maniere suivante : deprotection de la fonction amine N- 
terminale du premier acide amine a Taide de piperidine, activation de la 

15 fonction acide du deuxieme acide amine a coupler a Taide d'HBTU/HMP 
et couplage. En fin de synthese, le peptide est clive de la resine et les 
chaines laterales sont deprotegees par reaction avec un melange eau / 
TFA. Le peptide est precipite a Tether refroidi prealablement a -40°C et le 
melange est centrifuge. Le culot est lave a trois reprises avec de Tether 

20 puis seche a Tazote. Le culot est repris avec de Teau contenant 0.1 % de 
TFA. La suspension est a nouveau centrifugee et le surnageant qui 
contient le peptide est separe du culot, qui contient la resine. Le peptide 
brut est purifie par HPLC en phase inverse semi- preparative. 
L'homogenetie du peptide purifie est verifiee par HPLC en phase inverse 

25 et par electrophorese capillaire (FZCE). La structure theorique est 
confirmee par comparaison de la compatibilite de la masse mesuree par 
spectrometrie de masse de type ES-MS, avec la masse calculee a partir 
de la sequence theorique en acides amines. 
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.Peptide CysG5aNH2 
Synthase : 

5 Poids theorique peptide-resine en fin de synthese: 593 mg 
Poids mesure apres sechage a l'azote : 6 19 mg 

Clivage peptide-resine et analyse du peptide brut : 200 mg (1/3 du lot) 
Masse de peptide brut clive apres lyophilisation : 84 mg (75 % de 
quantite nette de peptide soit 97 % de rendement) 
10 Homogeneite du peptide brut : 97 % (RP-HPLC ; 

UV 210 nm) 

97 % (FZCE/ 

Microcoat™ ) 

15 Purification : 

Masse de peptide purifie apres lyophilisation : 50 mg (75 % de 
quantite nette de peptide soit 58 % de rendement) 
Caracterisation : 

Homogeneite du peptide purifie : > 99 % (RP-HPLC ; UV 210 nm) 
20 > 99 % (FZCE/ Microcoat™ ; UV 200 

nm) 

Spectrometrie de masse ( ES-MS) 
Masse calculee : 1951.29 Da 
25 Masse mesuree : 1950.80 Da ± 0.3 1 
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Exemple 2 : Couplage des peptides G5a, G7a, G8a, G9a, Gila et 
GllACa sur une proteine porteuse (P40, BB, TT, KLH). 

• Exemple du couplage du peptide GllACa sur la proteine P40. 

Le peptide GllACa (Seq ID n° 14) est un peptide de 13 acides 
amines issu de la proteine G du VRS. II correspond a la sequence 164- 
176 de cette proteine. Lors de la synthese, le residu Cys en position 173 
a ete remplace par un residu Ser afin de ne conserver qu'un seul residu 
Cys en position 176 et eviter la formation d'un pont disulfure 1-2 
n'existant dans la proteine G naturelle (appariement 1-4/2-3). 

Ce peptide a ete couple a I'aide de glutaraldehyde (reactif 
homobifonctionnel, couplage sur les fonctions amines et thiols) ou de 
maniere univoque a I'aide de BHA (reactif heterobifonctionnel, couplage 
sur la fonction thiol de la Cysteine en position C-terminale). 

• Couplage univoque par le BHA 

• Solubilization du peptide GllACa. 

2 mg de Gl lACa sont solubilises dans 2 ml de tampon phosphate 
0,1M P H 7 + 0,1% Zwittergent3-14. 

• Couplage univoque sux la proteine P40 a I'aide d'un reactif 
heterobifonctionnel (BHA). 

3 mg de BHA en solution dans 25 jjI de DMF sont ajoutes a 2,5 
mg de proteine P40 prealablement dialyses contre un tampon phosphate 
G,1M pH7 + 0,1 % Zwittcrgept 3-14 et agites pendant l_.heure a 
temperature ambiante. Apres dessalage sur colonne PD10 et elution 
avec un tampon phosphate 0,1M pH 7 + 0,1 % Zwittergent 3-14 des 
fractions de 500 ]ul sont collectees et les tubes contenant la proteine 
bromoacetylee sont rassemblees (lecture de DO a 280 nm) dans des 
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tubes contenant 0,95 ml de solution du peptide Gl lACa sont ajoutes. Le 
milieu reactionnel est sature avec de l'azote et agite a I'obscurite 
pendant 2 heures a temperature ambiante. La solution est dialysee 
ensuite a l'aide d'un tampon phosphate 0,lMpH7 + 0,1% Zwittergent 
5 3-14 pendant une nuit a +4°C sous agitation et la solution obtenue est 
conservee congelee. 

• Couplage sur la proteine P40 a l'aide d'un reactif 
homobifonctionnel (glutaraldehyde). 

10 10 mg de P40 sont dialyse contre un tampon phosphate 0,1 M pH 

7 + 0,1% Zwittergent 3-14. La concentration est ajustee a 2 mg/ml a 
l'aide d'un tampon carbonate 0,1 M pH 9 + 0,1% Zwittergent 3-14. 200 
mg de SDS d'une solutiuon a 4% sont ajoutes. 

55,5 pi de glutaraldehyde a 2,5 % sont ajoutes a 2,5 ml d'une solution 
15 de peptide Gl lACa a 1 mg/ml dans un tampon carbonate 0,1 M pH 9 + 
0,1% Zwittergent 3-14 a un pH se situant entre 9 et 10. Le milieu 
reactionnel est agite a + 4°C pendant 24 heures puis ramene a 
temperature ambiante. 25 jil de lysine 1 M sont ajoutes pour bloquer la 
reaction. La solution est dialysee contre du tampon phosphate 0,1 M pH 
20 7 + 0,1 % Zwittergent 3-14 pendant 24 heures a +4°C sous agitation. Le 
dialysat est recupere et le SDS elimine par precipitation a l'aide d'une 
solution de KC1 0,02 M a 6 reprises. Le dernier surnageant qui contient 
le conjugue P40-GllACa glutaraldehyde est conserve sous forme 
congelee a -20°C. 

25 

• Sterilisation des conjugues 

Les conjugues sont decongeles, filtres sterilement (0,22 pm), 
aliquotes et conserves a +4°C afin d'eviter les problemes de precipitation. 
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« Caracterisation analytique des conjugues 

Les conjugues sont caracterises par dosage des proteines par la 
methode de Lowry, electrophorese de type SDS-PAGE (revelation au bleu 
de Coomassie) et par dosage des acides amines apres hydrolyse acide en 
5 phase gazeuse, derivation par le PITC et analyse par HPLC. 



Conjugue 


Volume 
(ml) 


[prot] 
rag/ ml 


Nb de G11AC 
Fixes 


[G11AC] mg/ml 


rP40-GHACa 
(BHA) 


2,7 


0,74 


2 


0,05 


rP40-GHACa 
(glutaraldehyd 


5,1 


1,29 


16 


0,49 



Exemple 3 : Clonage de gene G2al, G2a2 dans vecteur d'expression 
pvaBB308 et production de proteines de fusion BBG2al et BBG2a2 
10 dans E. coli 

Le principe de clonage de gene G2al (Seq ID n° 15), G2a2 (Seq ID 
n° 16) et de G2a3 (Seq ID n° 17) dans les vecteurs est explicite dans les 
figures 1 et 2 

15 3.1 Construction de G2al 

Le gene codant pour la proteine G2al (Seq ID n° 15) est construit 
par mutagenese dirigee en utilisant comme materiel de depart le 
plasmide pRIT28G2Na. Pour cela deux reactions de PCR (Polymerase 
chain reaction) sont realisees avec les couples d'oligonucleotides 
20 RIT29/TH137(PCR 1) d'une part et RIT30/TH136 (PCR 2)d , autre part 
dans les conditions suivantes : 

PCR (94°C 15 secondes 

25 cycles (55°C 30 secondes 

(72°C 30 secondes 



25 
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• Fixation sur les billes magnetiques 

Les fragments obtenus respectivement de 262 pb et 208 pb pour 
les reactions 1 et 2 sont fixes sur des billes magnetiques. 25 nl de billes 
magnetiques DYNAL® M-280 couplees a la streptavidine sont 
5 prealablement rincees deux fois avec du tampon T.E. (Tris 10 mM; 
EDTA ImM, pH 7,5) puis mis a incuber 20 minutes a 37°C avec QOjlxI des 
reactions d'amplification 1 et 2. Apres fixation les fragments sont 
denatures en incubant les billes magnetiques avec 50jil de NaOH 0,15 M 
pendant 10 minutes a temperature ambiante. Les deux surnageants 
10 sont recuperes, precipites a 1'ethanol absolu et resuspendus dans 50 jil 
d'H 2 0. 

• Reaction d' extension 

Celle-ci est realisee par PGR en prenant 10 ul de chacune des 
15 reactions d'amplification dans les conditions ci-dessous : 
(95°C 15 secondes 
5 cycles (35°C 30 secondes 
(72°C 30 secondes 
Le fragment genere est amplifie par PCR avec les oligonucleotides 
20 RIT27 et RIT28: 

(95°C 15 secondes 
25 cycles (55°C 30 secondes 
(72°C 30 secondes 
Le fragment amplifie de 509 pb est digere avec les enzymes de 
25* restrictions Psff et Mndlll/Le fragment genere de F69 A pb est clone dans 
le vecteur pRIT28 digere par les memes enzymes. 

Le plasmides obtenu pRIT28G2al down est sequence avec la chimie des 
Dye Deoxy Terminator selon le protocole decrit pax Applied Biosystem 
(Perkin Elmer). 
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Le plasmide pRIT28G2al est obtenu en clonant le fragment Pstl/HindlU 
de pRIT28G2aldown (fragment en avaJ du site Pst J\ dans le vecteur 
pRIT28G2Na. 

Le gene G2al est ensuite clone dans le vecteur d'expression pvaBB308 
5 aux sites de restriction EcoRI/Hzndlll generant le vecteur pvaBBG2al. 
La liste des sequences des oligonucleotides est indiquee ci-dessous: 
RIT27: 5' - GCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTG - 3' 
RIT28: 5* - AAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCG - 3' 
TH136: 5'- CCGAAGAAAAAACCGACGACCAAACCGACC - 3' 
10 TH137: 5' - TTTTTTCTTCGGTTTGTTGCTCGGG - 3' 
RIT29 : RIT27 biotinyle en 5' 
RIT30 : RIT28 biotinyle en 5' 

3.2 Construction de G2a2 (Seq ID n 6 16) 

15 Le principe du clonage est schematise en bas de la figure 2. 

Les couples d'oligonucleotides utilises dans cette construction sont les 
suivants: RIT29/TNG193(PCR 1) d'une part et TNG192/RIT30(PCR 2) 
d'autre part. Les sequences des oligonucleotides sont decrits ci-dessous: 
TNG 192 : 5 - CCGCCGAAAAAACCGAAAGACGAT - 3' 

20 TNG 193 : 5' - CGAAATGGTAATCGTCTTTCGG - 3* 

3.3 Construction de G2a3 (Seq ID n° 17) 

Les deux fragments en amont et en aval du site unique Psfl ont 
ete rassembles sur le meme vecteur pour donner pRIT28G2a3. 

25 Les trois fragments d'inserts G2al, G2a2 et G2a3 ont ete clonnes 

dans differents vecteurs d'expression dans E. co/z, en particulier dans 
nos exemples les vecteurs pvaBB308 ou BB est le gene codant pour le 
recepteur d'Albumine. Les proteines de fusion obtenus BBG2al, 
BBG2a2 et BBG2a3 peuvent etre aisement purifiees par affinite sur 

30 colonne HSA-Sepharose (Human serum Albumin). 
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3.4 Fermentation et purification de proteines de fusion BBG2al et 
BBG2a2 

Dans deux erlenmeyers contenant 250 ml de milieu TSB (Tryptic 
5 Soy Broth, Difco) avec de TAmpicilline (100 Mg/ml, Sigma) et de la 
Tetracycline (8 ng/ml, Sigma), on inocule avec £. coli RV308 transformes 
avec les plasmides pvaBBG2al et pvaBBG2a2 respectivement. On 
incube pendant 16 heures a T° = 37°C sous agitation. 200 ml de cette 
culture sont inocules dans un fermenteur (CHEMAP CF3000, ALFA 

10 LAVAL) contenant 2 litres de milieu de culture. Le milieu contient (g/1) = 
glycerol, 5 ; sulfate d'ammonium, 2,6 ; dihydrogenophosphate de 
potassium, 3 ; hydrogenophosphate dipotassium, 2 ; citrate de sodium 
0,5 ; extrait de levure, 1 ; Ampicilline, 0,1 ; Tetracycline 0,008 ; 
Thiamine, 0,07 ; sulfate de magnesium, 1 et 1 ml/1 de solution de traces 

15 elements et 0,65 ml/1 de solution de vitamines. Les parametres 
controles durant la fermentation sont : le pH, l'agitation, la temperature, 
le taux d'oxygenation, lalimentation de sources combinees (glycerol ou 
glucose). Le pH est regule a 7,0. La temperature est fixee a 37°C. La 
croissance est controlee en alimentant du glycerol (87%) a un debit 

20 constant (12 ml/h) pour maintenir le signal de tension de Tdxygene 
dissous a 30 %. Lorsque la turbidite de la culture (mesuree a 580 nm) 
atteint la valeur de 80 (apres environ 24 heures de culture), la 
production des proteines est induite par addition de l'acide indole 
acrylique (IAA) a la concentration finale de 25 mg/1. Environ 4 heures 

25 apres induction, les cellules sont recoltees par centrifugation. Les 
rendements en biomasse obtenus sont environ 200gr de biomasse 
humide. Les rendements de production de BBG2al et de BBG2a2 sont 
environ de 4 a 6 mgr de proteines par gr de biomasse. 

Une fraction de 30 g de biomasse humide est resuspendue dans 

30 70 ml de solution de TST (Tris-HCl 50 mM pH 8,0, NaCl 200 mM, 0,05 % 
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Tween 20 et EDTA 0,5 mM]. Les cellules sont desintegrees par 
sonication (Vibracell 72401, Sonics & Materials). Apres centrifugation 
du lysat cellulaire, le surnageant est filtre (1,2 nm) et dilue dams 500 ml 
de TST. Les proteines de fusion ainsi obtenues sous formes solubles 
5 sont purifiees sur colonne d'affinite : HSA-Sepharose (human serum 
albumin) selon le protocole decrit par (Stahl et col, J. Immunol. 
Methods, 1989 ; 124 : 43-52). 

Le lysat insoluble, apres centrifugation, est lave une fois avec un 
tampon (Tris-HCl 50 mM pH 8,5 ; MgCl 2 5 mM). Apres lavage, le culot 

10 est solubilise dans 30 ml de chlorhydrate de guanidine 7 M, Tris-HCl 25 
mM (pH 8,5), Dithiotreitol (DTT) 10 mM, suivi d'une incubation a 37°C 
pendant 2 heures. Les proteines solubilisees sont additionnees a un 
tampon de renaturation (Tris-HCl 25 mM (pH 8,5) ; NaCl 150 mM et 
0,05 % Tween 20). La concentration du chlorhydrate de guanidine est 

15 ajustee a la concentration finale de 0,5 M dans le tampon de 
renaturation avant Taddition des proteines de fusion solubilisees. Le 
melange est incube a temperature ambiante, sous agitation moderee, 
pendant 16 heures. Apres centrifugation, les produits de fusion solubles 
dans le surnageant sont purifies sur colonne HSA-Sepharose. Les 

20 proteines de fusion purifiees sont analysees sur gel SDS-PAGE (12 %), 
sur l'appareil MINI PROTEAN II SYSTEM (BIORADS). Les proteines sont 
visualisees avec du Coomassie brilliant blue R250. De plus, l'analyse 
des proteines recombinantes par Immunoblot avec des anticorps 
specifiques du VRS montre que les proteines sont antigeniques.(voir 

25 ( exemple de gel SDS et immunoblot de BEIG2£l sur la figure 3). 
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Example 4 : Immunogenicite et efficacite protectrice des peptides 
G5a et G9a couples a P40. 

Materiels et methodes. 
5 Des groupes de 7 souris ont ete immunises 2 fois par voie i.p. 

avec 20 nig de P40-G9aCys, P40-CysG5a, ou P40-G5aCys. Des souris 
temoins ont ete immunisees avec le PBS. L'Alhygrogel (20% v/v) a ete 
utilise comme adjuvant pour toutes les immunisations. Les souris ont 
ete prelevees au sinus retro-orbital 2 semaines apres la derniere 
10 immunisation pour confirmer leur seroconversion vis-a-vis le VRS-A, 

challengees une semaine plus tard avec 10 s TCID 50 VRS-A par voie i.n., 
et sacrifices 5 jours post-challenge. Les poumons ont ete preleves et le 
titre de virus dans les poumons determines. 

15 Resultats. 

Reponses immunes humorales. 

Comme indique dans la Fig. 4A, l'immunogenicite du peptide G5a 
est dependante de l'orientationdu couplage au P40. Apres couplage par 
la partie C-terminale du peptide, des titres en anticorps anti-VRS-A 

20 faibles a moderes ont ete induits dans le serum. Par contre, apres 
couplage par la partie N-terminale, G5a n*a pas induit de tels anticorps. 
En general, le peptide G9a, couple en C-terminal a P40, a ete faiblement 
immunogenique en terme d'induction d'anticorps anti-VRS-A. Une 
souris sur sept immunisees avec P40-G9acys a developpe un titre 

25 w d.'anticorps seriques anti- VRS-A el£ve. . m . ^ 

Efficacite protectrice des poumons des peptides G5a et G9a. 

Comme demontre dans la Fig. 4B, et en correlation directe avec 
la detection des anticorps anti-VRS-A, le peptide G5a a induit des 
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reponses immunes protectrices quand il etait couple en C-terminal, 
mais pas apres courage en N-terminal. En effet, 6 souris sur 7 
immunisees avec le P40-G5acys (couplage C-terminal) ont ete protegees 
sans evidence de virus dans les poumons, le dernier n'a eu du virus qu'a 
5 la limite de detection de 1'essai. Par contre, les souris immunisees avec 
P40-cysG5a (couplage N-terminal) ont eu des titres de virus dans les 
poumons aussi eleves que les souris temoins, immunisees avec le PBS. 
Ces resultats confirment que Vorientation du couplage de ce peptide a 
une proteine porteuse est capitale pour son efficacite protectrice. La 

10 correlation entre la protection et 1'induction des anticorps anti-VRS-A 
suggere que la protection pulmonaire observee est mediee, en partie au 
moins, par les anticorps. 

Malgre le fait que le P40-G9aCys ait ete faiblement 
immunogenique chez la souris en termes d'induction d'anticorps 

15 seriques anti-VRS-A, les poumons de 5 souris sur 7 ont ete proteges 
contre un challenge par le VRS-A. En effet, 1 souris sur 7 n'a pas 
montre d'evidence de virus dans les poumons, ni meme d'anticorps anti- 
VRS-A dans le serum. 

20 Conclusions. 

Les peptides G5a et G9a contiennent des epitopes protecteurs 
vis-a-vis d'une infection VRS-A des poumons. L'orientation du couplage 
de G5a a une proteine porteuse est capitale pour son efficacite 
protectrice. 

25 

Exemple 5 : Immunogenicite et efficacite protectrice des peptides 
G7a et G8a. 
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Materiels et methodes. 

Des groupes de 3 a 4 souris ont ete immunisees 2 fois par voie 
i.p. avec 20 Mg de G7a, G8a, BB-G7a, ou BB-G8a. Des souris temoins 
ont ete immunisees avec le PBS. L'Alhygrogel (20% v/v) a ete ulitise 
5 comme adjuvant pour toutes les immunisations. Les souris ont ete 
prelevees au sinus retro-orbital 2 semaines apres la derniere 
immunisation pour confirmer leur seroconversion vis-a-vis du VRS-A, 

challengees une semaine plus tard avec 10 5 TCID 50 VRS-A par voie i.n., 
et sacrifices 5 jours post-challenge. Les poumons ont ete preleves et les 
10 voies nasales lavees. Les titres de virus dans les poumons et les voies 
nasales ont ete determines. 

Resultats. 

Reponses immunes humorales. 
15 Comme indique dans la Fig. 5A, les peptides G7a et G8a sont 

tous deux immunogeniques vis-a-vis du VRS-A couples ou non a BB. Si 
Ton considere les titres d'anticorps seriques, les peptides non couples 
semblent etre un peu plus immunogenes que les peptides couples. 

20 Efficacite protectrice des poumons des peptides G7a et G8a. 

Comme indique dans la Fig. 5B, les poumons de toutes les souris 
immunisees avec les peptides G7a ou G8a, couples ou non a BB, sont 
proteges contre un challenge avec le VRS-A, sans presence de virus ou 
seulement a la limite de detection de Tessai. 

Conclusions. 

Les peptides G7a et G8a contiennent des epitopes protecteurs 
vis-a-vis des poumons. Les peptides sont efficaces couples ou non a BB. 
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Exemple 6 : Immunogenicite et efficacite protectrice de la proteine 
de fusion BBG2al. 

Materiels et methodes. 
5 Afin de determiner 1'immunogenicite et Tefficacite protectrice de 

BBG2al contre les VRS-A et B, des groupes de 3 souris ont ete 
immunisees 2 et 3 fois, respectivement, par voie i.p. avec 20 pg de 
proteine a 2 semaines d'intervalle. Des souris temoins ont ete 
immunisees avec le PBS. L'Alhygrogel (20% v/v) a ete utilise comme 
10 adjuvant pour toutes les immunisations. Les souris ont ete prelevees au 
sinus retro-orbital 2 semaines apres la derniere immunisation pour 
confirmer leur seroconversion vis-a-vis du VRS-A, challengees une 

semaine plus tard avec 10 5 TCID 50 VRS-A par voie i.n., et sacrifices 5 

jours post-challenge. Les poumons ont ete preleves et le titre de virus 
15 dans les poumons determine. 

Resultats. 

Immunogenicite de BBG2al vis-a-vis des VRS-A et B. 

Les resutats presentes dans les Fig. 6A et B demontrent que le 
20 BBG2al est capable d'induire des anticorps anti-VRS-A et B. Comme 
attendu, le titre en anticorps anti-VRS-A est bien superieur au titre en 
anticorps anti-VRS-B. Neanmoins, des titres en anticorps contre les 
deux souches de VRS sont eleves. 

25* Efficacite protectrice de-BBG2al vis-a-vis du VRS-A et du VRS-B. 

Comme indique dans les Fig. 6C et D, l'immunisation des souris 
avec BBG2al a induit des reponses immunitaires capables de proteger 
les poumons contre un challenge avec le VRS-A et contre un challenge 
avec le VRS-B. Les souris challengees avec le VRS-A ont ete protegees 
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sans evidence de virus dans les poumons (2 souris /3) ou seulement a 
la limite de detection (1 souris /3). Les souris challengees avec le VRS-B 
ont ete protegees, soit sans evidence de virus dans les poumons (1 
souris/3) soit avec du virus qu'a la limite de detection (1 souris/3) ou 
juste au-dessus de cette limite (1 souris/3) de detection. 

Conclusions. 

La proteine de fusion BBG2al est tres immunogenique vis-a-vis du VRS- 
A et vis-a-vis du VRS-B. BBG2al est capable d'induire des reponses qui 
protegent les poumons contre un challenge avec les 2 sous-groupes de 
VRS. 

Exemple 7 : Obtention des anticorps 18D1, 5C2 et 5B7 

Peptide d 'immunisation : (i) GlACa couples au KLH (Keyhole 
Lempet Haemocyanin), (ii) G2ACa et (iii) BBG2Na. 

Les souris ont ete immunisees a JO avec 50jig d'antigene en 
CFA(complete Freund Adjuvant) en ip, a J 14 avec 10pg de chaque 
antigene en I FA (Incomplete Freund Adjuvant) en ip, puis a J38 en iv 
avec 10pg de chaque peptide sans adjuvant. Les rates sont prelevees et 
fusionnees avec les cellules de myelome SP2-0 a J42 dans un rapport 
1/1. Les hybridomes positifs contre chaque antigene sont gardes. Ces 
hybridomes ont ete injectes a des souris pour obtenir des ascites puis 
les difTerents anticorps obtenus ont ete selectionnes sur differents 
peptides afin de determiner la specificite des anticorps obtenus. Les 
anticorps monoclonaux 18D1, 5C2 selectionnes par leur specificite 
contre les peptides GlACa, G5a, reconnaissent specifiquement le VRS-A. 
L'anticorps monoclonal 5B7 obtenu a partir de BBG2Na et 
reconnaissant le peptide Gila reconnait le VRS-A. 
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Exemple 8 : Efifet curatif des anticorps monoclonaux 18D1 et 5C2 
sur l'infection chronique a VRS-A obtenue chez la souris SCID. 

Materiels et methodes. 
5 Les souris C.B-17 scid/scid ont ete challengees par voie i.n. avec 

10 5 TCID 50 de VRS-A, sous 50 pi. Vingt six jours plus tard, les souris ont 
regu par voie i.n. et a raison de 7 souris par groupe, 50 jul d'une 
preparation d'anticorps 18D1 ou d'anticorps 5C2 a un titre ELISA anti- 

VRS-A de 10 4 . Des souris temoins ont regu du serum anti-BB a un titre 

10 ELISA anti-BB de 10 4 . Les souris ont ete sacrifices 5 jours plus tard et 
leurs poumons ont ete preleves pour titrage du virus. 

Resultats. 

Les resultats presentes dans la Fig. 7 demontrent que les anticorps 
15 monoclonaux 18D1 et 5C2 sont capables d'eliminer une infection 
chronique avec le VRS-A chez la souris SCID et ceci d'une maniere 
sterilisante. Aucune trace de virus n'a ete detectee dans les poumons au 
moment du sacrifice. Les resultats obtenus dans les poumons des 
souris traitees avec le 5C2 correspondent a la moyenne des limites de 
20 detection de Tessai, limite plus elevee du fait du manque de disponibilite 
d'echantillon, et non pas a la presence de virus. 
Conclusions. 

Les anticorps monoclonaux 5C2 et 18D1 pourraient etre utilises 
comme traitement therapeutique dans le cadre des infections 
25 pulmonaifes a VRS-A. 
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Exemple 9 : Effet prophylatique de l'anticorps monoclonal 18D1 sur 
Tinfection a VRS-A chez la sour is, 

Materiels et methodes. 
5 Un groupe de souris BALB/c nalves, seronegatives vis-a-vis du 

VRS-A, ont regu par injection intraperitoneal 200 \xl d'une preparation 
d'anticorps 18D1 ajustee au titre ELISA anti- VRS-A de 10 5 . Un groupe 
de souris temoin transfert i.p. ont regu en paraJlele 200 d'une 
preparation de serum anti-P40 (serum irrelevant) ajustee au titre ELISA 
10 anti-P40 de 10^. Toutes les souris sont infectees le jour suivant par voie 
i.n. avec 50 jul d'une suspension virale contenant 10 5 TCID^ de VRS-A. 
Eiles sont sacrifices 5 jours plus tard pour dosage de virus dans les 
poumons. 

15 Resultats. 

Comme indique dans la Fig. 8A, Tanticorps 18D1 est capable 
apres transfert i.p. d'induire une protection au niveau des poumons de 
souris naives lors d'un challenge avec le VRS-A. Toutes les souris sont 
protegees apres injection de 200^1 de 18D1 au titre de 10 5 . Trois souris 
20 sur 7 sont protegees sans evidence de virus dans les poumons. Les 
autres montrent des traces de virus seulement a la limite de detection 
de l'essai (3 souris/7), ou juste au-dessus de cette limite (1 souris/7). 
Les souris temoin ont des titres compris entre log 10 3.70 et 4.45 par 
gramme de poumons. 

25 , . 

Conclusion. 

L'anticorps 18D1 est capable de prevenir une infection 
pulmonaire a VRS-A chez la souris BALB/c. II demon tre une efficacite 
prophylactique importante. 
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Exemple 10 : Effet prophylatique d'anticorps monoclonal 5C2 sur 
Tinfection a VRS-A chez la souris. 

5 Matericls et methodes. 

Des souris naives seronegatives vis-a-vis du VRS-A regoivent par 
transfert i.n., 50 |al d'une preparation de 5C2 ajustee au titre ELISA 

anti-VRS-A de 10 4 . Des souris temoins regoivent en parallele du serum 

anti-BB ajuste au titre ELISA anti-BB de 10 4 . 
10 Toutes les souris sont infectees le jour suivant par voie i.n. avec 

50 pi d'une suspension virale contenant 10 5 TCID 50 de VRS-A. Elles sont 
sacrifices 5 jours plus tard pour titrage de virus dans les poumons. 

Resultats. 

15 Cornme le montre la Fig. 8B, toutes les souris traitees avec le 5C2 

a 10 4 ont ete protegees au niveau pulmonaire. Seule 1 souris sur 7 
montre des traces de virus. Les souris temoin ont des titres compris 
entre log 10 3.70 et 4.70 par gramme de poumons. 

20 Conclusion. 

L'anticorps 5C2 est capable de prevenir une infection pulmonaire 
a VRS-A chez la souris BALB/c. II demontre une efficacite 
prophylactique importante. 

25 Exemple 1 1 r Pep^can : exemple de la" syntfaese muHple* de* 94 v 
octapeptides couvrant la sequence de Taa 130-230 de G2Na et se 
chevauchant par un acide amine. 

Une plaque "PEPSCAN ,, de 96 octapeptides synthetises en 
parrallele (2 peptides de controle + 94 peptides couvrant la sequence 
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130-230 de la proteine G du VRS-A) est preparee selon la technique 
MULTIPIN™ decrite par Geysen et a/, Proc. Natl Acad. Sci., 1984, 81, 
3998-4002. 

Ces peptides sont synthetases sur support solide a l'extremite de 
5 96 "pins" (8 x 12) complementaires d*une plaque de microtitration ELISA 
dans laquelle sera effectuee directement le criblage d'anticorps 
monoclonaux ou polyclonaux (sera). 



• Systeme de reperage des positions des pins et des puits 

10 Le systeme de numerotation utilise est le suivant : 

position A 1(1) = Plaque n°A, ligne 1 (12 lignes) colonne 1 (position HI en 
ELISA) 

position A2(l) = Plaque n°A, ligne 2, colonne 1 (position H2 en ELISA) 
Al(l) : peptide de controle # 1 : PLAQGGGG 
15 A2(l) : peptide de controle # 2: GLAQGGGG 
A3(l) : octapeptide # 1 : TVKTKNTT 
A4(l) : octapeptide # 2 : VKTKNTTT 
etc 

A 12(8) : octapeptide # 94 : KEVPTTKP 

20 

• Synthese 

La synthese correspond a plusieurs cycles de deprotection, de 
lavages et de couplage jusqu'a obtention des sequences peptidiques 
desirees. A la fin de la synthese, les peptides sont N-acetyles, avant 
25 Tetape de deproteption des.chaines laterales. 

Les acides amines utilises pour la synthese sur pins sont proteges par 
un groupement Fmoc (9-Fluorenylmethoxycarbonyl) et les groupements 
protecteurs des chaines laterales suivants : t-Butyle ether (tBu) pour la 
Serine, la Threonine et la Tyrosine, t-Butyle ester (OtBu) pour les Acides 
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Aspartique et Glutamique, t-Butoxycarbonyle (Boc) pour la Lysine, 
lTIistidine et le Tryptophane, 2,2,5,7 ,8-pentamethylchroman-6-sulfonyle 
(Pmc) pour TArginine, Trityle (Trt) pour la Cysteine, TAsparagine et la 
Glutamine. L'activation de la fonction acide est effectuee avec de la 
5 Diisopropylcarbodiimide (DIC) et du 1 -hydroxybenzotriazole (HOBt) 
dissouts dans du DMF. 

• Fmoc-deprotection et lavages : La plaque de pins est immergee dans 
un bain contenant 200 ml d'une solution de piperidine a 20% dans le 

10 DMF (40/160 ml) pendant 20 min. a temperature ambiante sous 
agitation. Les pins sont ensuite retires du bain. L'exces de solvant est 
elimine en frappant le bloc de pins sur du papier-linge. Les pins sont 
laves dans 200 ml de DMF pendant 2 min. a temperature ambiante sous 
agitation. Le bloc est frappe sur du papier-linge et immerge 
15 completement dans un bain de MeOH pendant 2 min. sans agitation. 
Les pins sont immerges dans 200 ml de MeOH ensuite (3 bains de 2 
minutes, 200 ml/bain). La plaque est sechee pendant 30 min. 

• Couplage des Fmoc-amino acides : Les Fmoc-amino-acides 
subissent une etape d 'activation avant de pouvoir etre couples. La duree 
d'une etape de couplage est de 2 heures pour une concentration de 
lOOmM avec 1.5 equivalent d'HOBt et 1.2 equivalent de DIC. Un logiciel 
permet de calculer les quantites de reactifs necessaires pour l'etape de 
couplage. Les pesees sont effectuees dans des tubes classes par ordre 
alphabetique du code a une lettre des acides amines. Les tubes sont 
remplis en dehors de la balance sur une feuille de papier linge, puis 
peses jusqu'a Tobtention d*une masse proche de celle indiquee sur la 
feuille de pesee. La masse ne doit pas etre inferieure de 0.2 mg ni 
superieure de 0.9 mg par rapport a la quantite theorique. 



20 



20 



30 
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• Etape de couplage : Les pins sont introduits delicatement dans les 
puits. La boite est fermee soigneu semen t et laissee sous une hotte 
pendant la duree du couplage pendant 2h pour une concentration en 
acides amines de lOOmM. Un couplage de 2h permet de realiser 3 

5 couplages par jour. 

• Traitement des blocs de pins apres couplage : Les pins sont retires 
de la plaque contenant les solutions de couplage et laves avec 200 ml de 
MeOH sous agitation pendant 5 min. Le bloc est frappe sur du papier- 
linge et laisser secher pendant 2 min. Le bloc est place dans 200 ml de 
DMF et lave pendant 5 min. sous agitation avant d'effectue le cycle 
suivant de deprotection. La plaque est lavee classiquement et subit 
l'etape de clivage des groupements Fmoc comme decrit ci-dessus apres 
le dernier couplage. 

• Acetylation des amines terminates : les tete de pins sont mises a 
incuber dans les puits d'une plaque contenant 150pl du melange reactif 
suivant : DMF/Anhydride acetrque/trietylamine 50/5/1 (v/v/v). Le bloc 
est enferme dans une boite pendant 90 min. a temperature ambiante. Le 
bloc est lave ensuite avec 200 ml de MeOH pendant 15 min. puis seche 
pendant 15 min. 

• Deprotection des chaines laterales : les groupements protecteurs 
des chaines laterales sont elimines en immergeant les pins dans 200 ml 

25 d'un melange TFA/anisole/Ethanedithiol 19.0/5/5 ml pendant 2 h 30 a 
temperature ambiante. Apres cette etape de deprotection, le bloc de pins 
est retire de la solution acide. La boite est rincee une fois au MeOH, puis 
remplie de MeOH pour y immerger completement le bloc de pins 
pendant 10 min. Le bloc est alors frappe sur du papier-linge puis 



10 



15 



20 
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immerge dans 200 ml d'un melange MeOH/eau/acide acetique 
(100/100/1 ml) pendant 1 heure et frappe a nouveau sur du papier 
linge. Le bloc est mis sous-vide dans un dessiccateur pendant une nuit. 

5 Example 12 : ELISA 

La plaque portant les pins est saturee 1 heure a 37°C en tampon 
de saturation (PBS, Tween 0.1%, gelatine 1%), lavee 10 min en PBS et 
incubee une nuit a 4°C sous agitation avec le serum a analyser 
prealablement dilue. La plaque est ensuite lavee 4 fois lOmin en PBS et 

10 incubee une heure a temperature ambiante avec un anticorps 
secondaire marque a La peroxydase, dilue au 1/5000 e. Apres 4 lavages 
en PBS, le substrat TMB est ajoute. L'arret de la reaction est effectue par 
addition d'acide sulfurique. 

Le resume des donnees resultant de Tanalyse d'un serum murin 

15 anti BBG2Na par la rnethode du Pepscan B est represents sur la figure 
9. 

Les figures 9A et 9B montrent une reactivite du serum de souris 
anti-BBG2Na contre 4 regions de la molecule G2Na (les residus en trait 
gras representent les acides amines jouant un role important dans la 
20 reconnaissance Ac/Ag) : 

- la region 1 situee entre les residus 150 et 159 dont la sequence est 
QRQNKPPNKP. Cette region est comprise dans le peptide G5a (144-159) 
et correspond a la zone de reactivite de l'anticorps monoclonal 5C2. 

- la region 2 situee entre les residus 176 et 189 dont la sequence est 
25 CSNNPTCWAICKRI. II s'agit d'une region localisee au niveau du peptide 

GlACa (174-187) et correspondant a la reactivite des anticorps 
monoclonaux 18D1 et 5D3. 

- la region 3 situee entre les residus 194 et 207 dont la sequence est 
PGKKTTTKPTKKPT. Cette sequence correspond a une reactivite au 
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niveau du peptide G9 (194-204), reactivite deja mise en evidence lors de 
la production d'anticorps monoclonaux diriges contre BBG2Na. 
- la region 4 qui s'etend sur une large zone allant du residu 155 au 
residu 176 semble etre le resultat de differentes reactivites. L'une de ces 
5 reactivite qui couvre une region tres hydrophobe de la molecule G2Na 
(Gila) correspond a la zone de reconnaissance de l'anticorps 
monoclonal 5B7 (obtenu apres immunisation de souris BALB/c par le 
candidat vaccin BBG2Na) dont le pepscan B est represents ci-dessous 
dans la figure 10. 

10 Get anticorps monoclonal reconnait la sequence FEVFNFVP (165- 

172). 

L'ensemble des quatre reactivites ci-dessus a par ailleurs ete 
confirme par la titration du serum anti-BBG2Na au moyen de differents 
ELISA mis au point pour chacune des reactivites. Le tableau I montre 
15 que le serum anti-BBG2Na presente bien des activates "anti-G4a, G5a 
cys, G9acys et Gila". 

Tableau I : Titres anti-G4a, GSaCys, G9aCys et GllACa exprimes en 
logjo du serum anti-BBG2Na ref. BE-02. 



Titre(log 10 ) 


BE - 02 


G2Na 


5.9 


KLH-G4a 


4.7 


KLH- 


5.0 


G9aCys 




KLH- 


3.8 


GSaCys 




P40-GllACa|3.5 
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Conclusion : 

L'etude d'un serum anti-BBG2Na par la technique du Pepscan 
montre que I'immunisation de souris avec BBG2Na genere des anticorps 
contre 4 epitopes B situes respectivement dans les regions 150-159, 
5 176-189, 194-207 et 155-176. Cette technique permet done de 
confzrmer l'importance de la region 164-176 (Gl lACa). 

Ces resultats sont, par ailleurs, en parfait accord avec les 
donnees ELISA concernant la reactivate d'un serum anti-BBG2Na sur les 
peptides G4a, GSaCys, G9aCys et Gl lACa. 
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USTE EE SEQUENCES 



Infocnation pour la SEQ ID NO : 1 GlATfr 

TYPE EE SEQUENCE : acides amines et ruclectides 
LQGGBlR EE LA SEQUEN CE : 14 an dps amines, 42 nucleotides 
NCMBRE EE BRIM3 : sinple 
CCNFIGLRATICN : lircsaore 

TYPE EE NTT HI IT F, : pepti d e 

174 176 182 186 187 

N - Ser He Cys Ser Asn Asn Pro Hit Cys Tip Ala lie Ser Lys 
5'- POC ATC HOC PCC AAC A£C GCG AGC TQC ICE 003 ATC AQC AAA 



Infarmation pour la SEQ ID IX) : 2 G3. , AGa 

TYPE EE SEQUENCE : arndps amines 
LCN3LELK EE LA SEQUENCE : 14 acides amines 
NO^ERE EE HO^ : Sinple 
CENFIGLRATICN : lineaire 

TYPE EE M&BGULE : peptide 

174 176 182 186 187 

N - Ser He Asp Ser Asn Asn Pro Thr Qm Trp Ala He Ser Lys 



Infannation pour la SEQ ID NO : 3 CflAfn 

TYPE EE SEQUENCE : aridre amines et nrieotides 
IXN3CELR EE LA SEQUENCE : 14 acides amines, 42 nucleotides 
M>ERE EE BRIMS : sinple 
a3^GE2RAITCN r lineaire - 

TYPE EE MXBCULE : peptide 



174 176 182 186 187 

N - Ser He Cys GLy Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Ser Lys 
5'- AGC A2C TQC OOC AAC PtC CAG CIG TQC AAA AGC ATC PCC AAA 
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Infannaticn pour la SEQ ID NO : 4 GL'ACb 

TVEE EE SEQUENCE : arHrW: araiBS 
IQCCELR EE LA SEQUENCE : 14 *^rfc*= anires 
lOBRE EE BRINE : sinple 
CCNFTGLRAITCN : lireaire 

TYPE EE MXBOULE : peptide 

174 176 182 186 187 

N - Ser lie Asp (XLy Asn Asn Gin Leu On Lys Ser He Ser Lys - C 



In f am fct ticn pour la SEQ ID NO : 5 G5a 

EE SEQUENCE : addes arranes et nLcleotictes 
IOCUEUR EE LA SEOTNCE : 16 acides amines, 48 nicleotides 
NCMBRE EE BREC : sinple 
CXNFTOKAITCN : lii^arre 

TYrE EE K3JEEULE : pepticte 

144 L59 
N-Serl^EroThrThrLysGlnArgQnAsnl^ 
5'-^AAACII5Aa:ACCAAAC^a3rrC^AACA^ 



Inluuikitian pour la SEQ ID NO : 6 GSb 

TYPE EE SEIJENCE : acides amkes et nuzlebticks 
KKiHJR EE LA SEQUENCE : 16 acictes amines, 48 nL^ebtioes 
N>BRE EE BRBB : sinple 
OCNFIGURAHCN : lineaire 

TVIE EE MTTFTTLF : peptide 



N - Asn Lys Pro Ser Thr Lys Ser Arg Ser Lys Asn Pro Pro Lys Lys Pro 
5' - AAC AAA CDS PQC ACC AAA POO OCT A3£ AAA AA2 033 OCG AAA AAA COG 
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Infarnaticn pour la SEC ID NO : 7 Gf7a 

TYIE EE SEQUENCE : acidre amines et nucleotides 
HK3CELR DE 1A SEQUENCE : 33 acides amines, 99 nucleotides 
N>ERE EE SUNS : simple 
CCNFIOLRATICN : lineaire 



TYPE EE NOUECULE : profceine 

158 173 
N - Lys Pro Asn Asn Asp Phe His Phe GLu Val Phe Asn Phe Val Pro Cys Ser He 
5'- AAA 03G AAC PfiC G£T TIC CKT TIC G\A GIG TIC AAC TIC GIG CCG TGC AGC ATC 
176 182 186 190 

Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys Arg lie Pro - C 
TGC AGC AAC AAC 033 AOC TQC TG3 GCI3 AlIC T3C AAA CUT AIC 033 - 3' 



Ihfamation pour la SHQ ID NO : 8 G7b 

TYPE EE SEQUENCE : art (ire amines et nucleotides 
IOOER EE 1A SEQUENCE : 33 acides amines, 99 nucleotides 
KOERE EE ERI*B : sinple 
GCNFIGURKTICN : lineaire 



TYPE EE MXECULE : ptroteine 

158 173 176 

N - Lys Pro Lys Asp Asp Tyr His Phe GLu Val Phe Asn Phe Val Pro Cys Ser He Cys Gly 
5'- AAA 033 AAA <3XT GAT TfC GC TIC OA GIG TIC AAC TIC GIG CCC IOC AQC AIC IOC G3C 

182 186 190 

Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Cys Lys Thr lie Pro - C 
AAC AAC CBG dG TQC AAA AQC AIC TQC AAA. AOC AIC 033 - 3' 



In fnr na tion pour la SEQ ID NO : 9 G8a 

TYPE EE SEQUENCE : aridps amines et nucleotides 

LCN3LELR EE IA SEQUENCE : 43 acidps amines, 129 nucleotides 

UyEFE EE ERDE : Sinple 

OCNFIGURATICN : lineaire 
TYPE EE KXSCULE : proteins 



158 173 176 

N - Lys Pro Asn Asn Asp Phe His Phe GLu Val Phe Asn Fhe Val Pro Cys Ser He Cys Ser 
5'- AAA Q3G AAC AAC GAT TIC G£T TIC GAA GIG TIC AAC TIC GIG CDG TGC AGC AJC TQC AGC 

182 186 197 

Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala lie Cys Lys Arg He Pro Asn Lys Lys Pro Gly Lys Lys Thr 
AfC AAC 033 ADC TGC TOG Q33 AIC TGC AAA GGT AIC 03G AAC AAA AAA 033 GGC AAA AAA AOC 

200 
Thr Thr - C 
ACS AOC - 3' 
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Information pour la SEQ ID NO : 10 



GBb 



TYEE EE SEQUElCE : acides amines et nucleotides 

LCM3JEUR EE LA SEQUE1CE : 43 acin>s amines, 129 nucleotides 

M>ERE EE BRINS : simple 

CCNFTGLKAXICN : lineaire 

TYPE EE MXECULE : proteins 

158 173 176 

N - Lys Pro Lys Asp Asp Tyr His Pbe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Cys Ser lie Cys Gly 
5'- AAA 033 AAA GAT IPC CPC TIC C?*A GIG TIC AAC TIC GIG CDC TQC AGC ATC TGC GX 
178 182 186 138 

Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Cys Lys Thr lie Pro Ser Asn Lys Pro Lys Lys Lys Pro 
APC AAC CPG CIG TGC AAA PCC AIC TX AAA A03 AIC 003 AGC AAC AAA OOG AAA AAG AAA CCG 

200 
Thr lie - C 
A0C AIC - 3« 



Infcttmaticn pour la SEQ ID NO : 11 G9a 

TYEE EE SEQUENCE : acides amines et ruxiLebtides 
ZOGUEXK EE LA SEQUENCE : 15 acides amines, 45 nucleotides 
NCM3RE EE ERM3 : simple 
CENFIOCEAXECN : lineaire 

TYPE EE MXBCULE : proteine 

190 204 
N - Pro Asn Lys Lys Pro Gly Lys Lys Thr Thr Thr Lys Pro Thr Lys - C 
5'- 003 AAC AAA AAA GCE QGC AAA AAA ACC AGS AOC AAA 033 ACC AAA -3 ' 



Infcnmation pour la SEQ ID NO : 12 GSfc> 

TYPE EE SEQUENCE : arides amines et nucleotides 
KNGUBUR EE LA SEQUENCE : 15 acides amines, 45 nucleotides 
NCM3RE EE HRira : simple 
CENFIGURAIICN : lineaire 

TYPE EE KXEEULE : prot£ine 

190 204 
N - Pro Ser Asn Lys Pro Lys Lys Lys Pro Thr lie Lys Pro Thr Asn - C 
5'- 003 P€C AAC 0CG AAA AAG AAA 033 A0C AIC AAA 033 ACT AAC - 3' 



pour la SEQ ID NO : 13 



cm a 



TVPE EE SEQUENCE : acides amines et 
ITOHR EE LA SEQUENCE : 13 acides 
NOERE EE BRIbK : simple 
CCNFIGCFAXECN : lineaire 



gjcleotides 

amines, 39 nirlebtiries 
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TYPE EE MXETULE : proteine 

164 176 
N - His Phe Glu Val Phe Asn Phe Val Pro Cys Ser lie Cys -C 
5'- CAT TIC CPA GIG TIC AAC TIC GIG OOG TG3 AGC A3C 1GC -3' 



Ixifiannaticn pour la SEQ ID NO : 14 G11AT* 

TYPE EE SEQUENCE : acides amines et nucleotides 
1CN3MJR EE LA SEQUENCE : 13 aHHgg amines, 39 nucleotides 
M>BRE EE BRINS : simple 
(XNFIGLRATICN : lineaire 

TYPE EE MXEEULE : proteine 

164 176 
N-HisPheauValPheAsnEteV^ProSerSerlleCys-C 
5'- CAT TIC <3\AGIG TIC PfiC TIC GIG COG AX POZ ATC T3Z -3' 



Tn ft ir nat ion pour la SBQ ID NO : 15 G2al 

1YEE EE SEQUENCE : addes amines et nucleotides 

LOCUELR EE IA SEQtEME : 101 acides amines, 303 nucleotides 

lO^KrE EE ERINS : simple 

cnOFIGURffnCN : Jdneaire 

TYPE EE MXETULE : proteine 

130 

N - Thr Val Lys Thr Lys Asn Ihr Ihr Ihr Thr Gin Thr Gin Pro Ser Lys Pro Thr Thr Lys 

S'-ACEGIGAAAAOTAAAArc^jraAOCACCCrc^C^ 

150 

Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Asn Lys Pro Asn Asn Asp Hie His Phe GLu Val Phe Asn Fhe 
CPG CGT CPG AfC AAA 003 C03 PPC AAA 003 AAC AAC GKT TTC CKT TIC C5W GIG TIC AflC TIC 
171 173 176 182 186 191 

Val Pro Cys Ser lie Cys Ser Asn Asn ProlrrrCv^TroAlaneCysI^ArglleProSer 
Giacrn. tgc ax atc toc. mc aac aac CE3 aoc tgc tog gog ajc tqc aaa cgt aic ccg agc 

192 195 198 

Asn Lys Pro Lys Lys Lys Pro Thr Thr Lys Pro Thr Lys Lys Pro Thr Phe Lys Thr Thr Lys 
AAC AAA COG AAG AAA AAA CCG A03 ACC AAA 033 ACC AAA AAA 033 ACE TIC AAA ACT ACE AAA 
213 230 
Lys Asp His Lys Pro Gin Thr Thr Lys Pro Lys Glu Val Pro Thr Thr Lys Pro - C 
AAA (S£T CBT AAA 033 CFG PCC PCC AAA COG AAA G^A GIG 033 ACC ACE AAA OOG - 3' 



Information pour la SEQ : M> JNO. : 16 *. , G2a2. ..... r 

TYPE EE SEQUENCE : acides amines et nucleotides 

LONGUEUR EE LA SEQUENCE : 101 acides amines, 303 nucleotides 

N>BRE EE : simple 

CCNFIGCJWXICN : lineaire 



TYPE EE MXKXLE : proteine 
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130 

N - Thr Val Lys Thr Lys Asn Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser Lys Pro Thr Thr Lys 
5'- AX GTG AAA PCC AAA A^AXAffiAX^C^AX^Cffi^MACa^^AXA^ 
150 157 160 161 163 

Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Lys Lys Pro Lys Asp Asp Tyr His Phe Glu Val Phe Asn Phe 

CPG CGT CPG A?C AAA 033 OX AAA AAA OX AAA GBC OTP TPC CKT TIC GAA GIG TIC PPC TIC 

171 173 176 182 186 

Val Pro Cys Ser lie Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys Arg He Pro Asn 

GIG COG TOC PGC AIC TOC AGC PPC AAC OX AX TGC TX GX AIC TOC AAA CUT AIC CX AAC 

192 

lys Lys Pro Gly Lys Lys Ihr Thr Thr Lys Pro Ihr Lys Lys Pro Ihr Phe Lys Ihr Thr Lys 
AAA AAA COG G3C AAA AAA AX AX ACE AAA O0G AX AAA AAA COG ADC TIC AAA AOC PCC AAA 
213 230 
Lys Asp His Lys Pro Gin Ihr Thr Lys Pro Lys Glu Val Pro Thr Thr Lys Pro - C 
AAA GET CKT AAA COG CPG PCC AX AAA OX AAA GAA GIG OX AOC ACT AAA OX - 3' 



Infannation poor la SEQ ID NO : 17 G2a3 

TYPE EE SEQUENCE : arides amines et nucleotides 

LCTCLELR DE LA SEQUENCE : 101 acirfes amines, 303 riLclebtides 

NCFEKE IE BRINS : simple 

CCNFTGU3ATICN : lineaire 

TYPE EE KXHXLE : proteine 

130 

N - Thr Val Lys Thr Lys Asn Thr Thr Thr Thr Gin Thr Gin Pro Ser Lys Pro Thr Thr Lys 
5 1 - PCC GIG AAA AX AAA A?C PCC AQG PCC AOC C7G AX C7G OX AGC AAA OX AOC ACC AAA 
150 157 160 161 163 

Gin Arg Gin Asn Lys Pro Pro Lys Lys Pro Lys Asp Asp Tyr His Phe Glu Val Phe Asn Phe 
CPGGJT CPG APC AAA OX OX AAA AAA OX AAA C5C GAT TEC CAT TTC GIG TIC AAC TIC 
171 173 176 182 186 191 

Val Pro Cys Ser lie Cys Ser Asn Asn Pro Thr Cys Trp Ala He Cys Lys Arg He Pro Ser 
GIG OX TOC PGC PXC TGC AGC AAC AAC OX AX TGC TG3 QX AIC TOC AAA CET AIC CX AX 
192 135 198 

Asn Lys Pro Lys Lys Lys Pro Thr Thr Lys Pro Thr Lys Lys Pro Thr Phe Lys Thr Thr Lys 
PPC AAA OX AAG AAA AAA OX PU3 AX AAA OX PCC AAA AAA CX ACC TTC AAA AOC AOC AAA 
213 230 
Lys Asp His Lys Pro Gin Thr Thr Lys Pro Lys Glu Val Pro Thr Thr Lys Pro - C 
AAA C3C CKT AAA OX Q*G AX ACC AAA CX AAA GAA GIG QX PCZ AOC AAA OX - 3' 



Ihfonnatim pour la SEQ ID NO : 18 G9v 

TOT EE SEQUENCE : acides amines et nucleotides 
IjCHSLHR..EE. IA SECLBNCE : 15 acides amines, 45 nxleoU-des 
M>ERE EE BRINS : sinple 
aaaFTGURAlTCN : lineaire 

TYPE EE MXBCULE : proteane 
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190 



204 



N-ThrGluArgAlaProSerArg Ala Pro Thr lie Thr Lsu Lys Lys - C 



InO pna ticn pour la SEQ ID IX) : IS GSv 

TYPE EE SEQUENCE : acides amines et rucleotixtes 
LCN3GBLR EE IA SEQUENCE : 16 addes amines, 48 rucleotides 
NMRE EE BED© : simple 
CCNFTGLRffTICN : lineaire 

TYPE EE NnrrnTTF : peptid e 



N-Argl^ProtoHeAsnProSer&ySerneto - C 

5 1 - PQ\ AAA OCA OA ATT AAT OCA TOA CEA AGO AIC OCA CCA CAA AAC CAT - 3' 



X n n gn a ticn pour la SEQ ID NO : 20 G4A 

TYEE EE SEQUEKE : acides amines et nucleotides 
XOGUBLR EE LA SEQUENCE : 17 aridps amines, 42 nucleo tides 
N>BRE EE BRINE : simple 
CXNFTGLEKrraJ : lineaire 

TYPE EE MXEEULE : p eptide 

171 173 176 182 186 187 

N-VaaProC^sSerneCysSerAsn/^Pro 

5'- GIG 003 TOO AGO AIO TX AX AAC AAC 003 AX TX TGG GCG A3C IOC AAA 3' 



Infanration pour la SEQ ID NO : 21 G4B 

TYPE EE SEQUENCE : aci dpjs amines et uxieotides 
KKUELR EE IA SEQUENCE : 17 acides amines, 42 nucleotides 
tO^ERE EE BRUe : simple 
ONFTQUROTCN ; lineaire 

TYPE EE MXEEULB : peptide 

171 173 176 182 186 1B7 

N - Val Pro Cys Ser lie Cys GLy Asn Asn Gin Leu Cys Lys Ser He Cys Lys - C 
5' -GIG CDC IGC AGO T3C G3C AAC AAC CBG CIG TX AAA AGO AIC TGO AAA - 3' 



Information pour la SEQ ID NO : 22 G4V 

TYPE EE SEQUENCE : acides amines et nucleotides 
LCN3JBLR EE LA SEQUENCE : 17 aridps amines, 51 nucleotides 
N>ERE DE HU*S : simple 
Ca^FIGCKAJTOI : lineaire 
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TYPE EE MXBCGLE : peptide 

171 173 176 182 186 187 

N-ValProCysSerThrCys&uGLytoli^ 

5'- GIT CUT UOC flGT PO\, TGT (3^A QGT AAT CTT OCA TGC TTA TCA CIC TQZ CKT - 3' 
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REVINDICATIONS 

L Anticorps polyclonaux ou monoclonaux diriges contre un 
epitope de la proteine G du VRS correspondant a une sequence choisie 
5 parmi Tune des sequences peptidiques comprise respectivement entre 
les residus decides amines 150-159, 176-189, 194-207 et 155-176 de la 
sequence totale de la proteine G du VRS A ou B, ou des sequences 
presentant au moins 80% dTiomologie, 

2. Anticorps selon la revendication 1, caracterises en ce qu'ils 
10 sont diriges contre un peptide porte par la sequence comprise entre les 

residus d'acides amines 130 et 230 de la proteine G du VRS, sous- 
groupe A ou sous-groupe B. 

3. Anticorps selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en 
ce qu'il est dirige contre un peptide presentant au moins Tune des 

15 sequences ID n° 1, ID n° 2, ID n° 3, ID n° 4, ID n° 5, ID n° 6, ID n° 7, ID 
n° 8, ID n° 9, ID n° 10, ID n° 11, ID n° 12, ID n° 13, ID n° 14, ID n° 15, 
ID n° 16, ID n° 17, ID n° 18, ID n° 19, ID n° 20, ID n° 21 et/ou ID n° 22. 

4. Peptide susceptible de generer un anticorps selon Tune des 
revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il presente au moins une des 

20 sequences choisies parmi les sequences ID h* 1, ID n° 2, ID n° 3, ID n° 
4, ID n° 5, ID n° 6, ID n° 7, ID n° 8, ID n° 9, ID n° 10, ID n° 1 1, ID n° 12, 
ID n° 13, ID n° 14, ID n° 15, ID n° 16, ID n° 17, ID n° 18, ID n° 19, ID n° 
20, IDn°21 et/ou ID n° 22. 

5. Peptide selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il 
25 comporte en outre au moins un residu cysteine en position N-terminale 

ou C-terminale. 

6. Agent immunogene, caracterise en ce qu'il comporte au moins 
un peptide selon Tune des revendications 4 ou 5, couple a une proteine 
porteuse. 
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7. Agent immunogene selon la revendication 6, caracterise en ce 
que la proteine porteuse est choisie parmi les OmpA de bacteries gram 
negatif et leurs fragments, la proteine TT, la proteine de liaison a la 

5 serumalbumine humaine du Streptocoque et ses fragments et la sous- 
unite B de la toxine cholerique (CTB). 

8. Agent immunogene selon Tune des revendication s 6 ou 7, 
caracterise en ce que la proteine porteuse est une OmpA d'une bacterie 
du genre Klebsiella. 

io 9. Agent immunogene selon l*une des revendication s 6 a 8, 

caracterise en ce que le peptide est conjugue a la proteine porteuse par 
une proteine de liaison. 

10. Agent immunogene selon la revendication 9, caracterise en 
ce que la proteine de liaison est choisie parmi un recepteur de 

15 l'albumine serique de mammifere et les recepteurs presents a la 
surface des cellules mucosales. 

11. Agent selon l*une des revendication s 6 a 10, caracterise en ce 
que le couplage est un couplage covalent. 

12. Sequence nucleotidique codant pour un agent immunogene 
20 selon Tune des revendications 6 a 1 1. 

13. Sequence nucleotidique selon la revendication 12, 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'une molecule d'ADN hybride produite 
par insertion ou fusion dans la molecule d'ADN codant pour la proteine 
porteuse, de TADN codant pour un peptide selon l*une des 

25 revendications 4 ou 5 ou Tun de leurs fragments, fusionne avec un 
promoteur. 

14. Sequence nucleotidique selon la revendication 12, 
caracterisee en ce qu'il s'agit d'une molecule d'ARN. 
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15. A titre de medicament, anticorps selon Tune des 
revendications 1 a 3, peptide selon Tune des revendications 4 ou 5, 
agent immunogene selon Tune des revendications 6 a 11, ou sequence 
nucleotidique selon Tune des revendications 12 a 14. 
5 16. Composition pharmaceutique, caracterisee en ce qu'elle 

contient au moins un anticorps selon Tune des revendications 1 a 3, un 
peptide selon Tune des revendications 4 ou 5, un agent immunogene 
selon Tune des revendications 6 a 11, ou une sequence nucleotidique 
selon Tune des revendications 12 a 14, et des excipients 
10 pharmaceutiquement acceptables. 

17. Utilisation d'au moins un anticorps selon Tune des 
revendications 1 a 3, d'au moins un peptide selon Tune des 
revendications 4 ou 5, agent immunogene selon Tune des revendications 
6 a 11, ou sequence nucleotidique selon Tune des revendications 12 a 

15 14, pour la preparation d'une composition destinee au traitement 
preventif ou curatif des affections provoquees par le VRS, sous-groupe A 
ou B. 

18. Kit de diagnostic,- caracterise en ce qu'il comprend un 
anticorps selon Tune des revendications 1 a 3, un peptide selon Tune 

20 des revendications 4 ou 5, un agent selon Tune des revendications 6 a 
11 ou une sequence nucleotidique selon Tune des revendications 12 a 
14. 

19. Procede de preparation d'un agent immunogene selon Tune 
des revendications 6 a 11, caracterise en ce que le couplage entre le 

25 peptide et la proteine porteuse est realise par voie chimique. 

20. Procede de preparation d'un agent immunogene selon Tune 
des revendications 6 a 11, caracterise en ce que le couplage est realise 
par la technologie de l'ADN recombinant. 
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21. Procede de preparation selon la revendication 19, caracterise 
en ce qu'il comprend une etape au cours de laquelle on introduit une 
sequence nucleotidique selon Tune des revendications 12 a 14 dans une 
cellule hote. 

5 22. Procede selon la revendication 21, caracterise en ce que la 

sequence nucleotidique est un gene de fusion qu'on introduit par 
l'intermediaire d'un vecteur d'ADN qui provient d'un plasmide, d'un 
bacteriophage, d'un virus et/ou d'un cosmide. 

23. Procede selon Tune des revendications 21 ou 22, caracterise 
10 en ce que le gene de fusion est integre dans le genome de la cellule hote. 

24. Procede selon Tune des revendications 21a 23, caracterise en 
ce que la cellule hote est un procaryote. 

25. Procede selon la revendication 24, caracterise en ce que la 
cellule hote est choisie dans le groupe comprenant : E. coli, Bacillus, 

15 Lactobacillus, Staphylococcus et Streptococcus. 

26. Procede selon les revendications 21 a 23, caracterise en ce 
que la cellule hote est une levure. 

27. Procede selon les revendications 21 a 23, caracterise en ce 
que la cellule hote est une cellule de mammifere. 

20 28. Procede selon les revendications 21 a 23, caracterise en ce 

que la cellule hote est une cellule d'origine vegetale. 

29. Procede selon les revendications 21 a 23, caracterise en ce 
que la cellule hote est une cellule d'insecte. 

30. Procede selon les revendications 21 a 23, caracterise en ce 
25 que l'on utilise un vecteur viral. 

31. Procede selon Tune des revendications 20 a 27, caracterise en 
ce que la molecule de fusion est exprimee, ancree et exposee a la 
membrane des cellules hotes. 
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32. Composition utile selon la revendication 16 en ce que les 
anticorps monoclonaux sont humanises et produits par la voie 
recombinants 

33. Composition utile selon la revendication 16 en ce que les 
anticorps monoclonaux sont obtenus par la methode de librairie de 
phages. 
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